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RESUMEN

'La Xipamida, 4-cloro-5-sulfamoil-2',6'-saliciloxilida es un farmaco diurético cuyo
mecanismo de actuacion es actualmente desconocido. En este trabajo hemos investi-
gado in vitro los posibles efectos de la Xipamida sobre los sistemas de transporte de
sodio (Na*) y de potasio (K*) de eritrocitos de sujetos normotensos control. La Xipa-
mida inhibe el flujo de Na* catalizado por el sistema de cotransporte-Na*,K* eritroci-
tario. Dicha inhibicion es aproximadamente un 50 % de la inhibicion inducida por la
bumetanida. En condiciones en las que los eritrocitos tienen bloqueados todos sus
sistemas saturables transportadores de Na* y de K*, la adicién de Xipamida induce
un incremento de los flujos de Na* y de K* a través de la membrana eritrocitaria.
Estos resultados sugieren que la accién diurética de la Xipamida podria ser la conse-
cuencia del efecto directo de la droga sobre el sistema que cotransporta Na*, K* y
cloro (CI™) en el lado luminal de las células de la rama ascendente del asa de Henle.
Ademas, la Xipamida podria ser capaz de influenciar los movimientos catidnicos de-
pendientes de la permeabilidad de la bicapa lipidica membranaria.

SUMMARY

EFFECTS «IN VITRO» OF XIPAMIDE ON THE SODIUM AND POTASSIUM
TRANSPORT SYSTEMS IN HUMAN RED BLOOD CELLS

Xipamid,4-chloro-5-sulphamoyl-2’,6’-salicyloxylide, is a diuretic with a structure
resembling that of chlorthalidone. Experimental and clinical studies have shown
that Xipamid has an intense hydrosaluretic action which is equipotent with fruse-
mide. Work in human volunters showed a consistent decrease in free water clea-
rance compatible with an action of the drug on the ascending limb of Henle's loop. .
In order to gain insight into the mechanism of action of Xipamid, we explored whet-
her this diuretic exhibits some direct action on Na* and K* transport systems of
human red cells. At 1073 M concentration, Xipamid is able to inhibit the Na*, K*-
cotransport of human red cells. Xipamid inhibits erythrocyte Na*, K*-cotransport
to a lesser extent than does bumetanide. Under conditions in which the erythrocy-
tes have all their saturable Na* and K* transport systems blocked, the addition of
Xipamid increases Na* and K* fluxes. The stimulated Na* and K* fluxes are resis-
tant to ouabain and bumetanide, thus suggesting that they are not mediated by the
Na™, K*-pump or the.Na*, K*-cotransport system. These results suggest that Xipa-
mid may decrease renal Na reabsorption by direct inhibition of the Na*, K*, CI~-
cotransport carrier which is located in the luminal side of Henle’s loop cells. In
addition, Xipamid may affect transmembrane cation transport by influencing fluxes
related to the steady-state permeability of the lipid bilayer.
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INTRODUCCION

Distintas observaciones demuestran que los diuréticos
inhiben mecanismos transportadores de Na* y de K* a
través de la membrana plasmatica de células distintas de
las del tubulo renal. La ouabaina inhibe la bomba de
Na*, K* de la mayor parte de las células animales . La

furosemida y la bumetanida inhiben e! sistema de co- .

transporte Na*, K*, CI~ de eritrocitos  humanos 2, de
rata® y de ave®, de células de musculo liso
vascular ®, etc. La amilorida inhibe la reabsorcién apical
de Na* en diferentes tejidos epiteliales © y en el musculo
estriado ”. La canrenona, metabolito activo de la espiro-
nolactona, inhibe la bomba de Na', K de eritrocitos
humanos 8.

Estas observaciones han permitido postular que la ac-
cion hidrosalurética de los diuréticos podria ser la conse-
cuencia de la inhibicién directa de algin mecanismo
transportador de Na* emplazado en los distintos seg-
mentos de la nefrona. Diversas experiencias directamen-
te relacionadas con el rinén sustentan dicha hipétesis. La
inyeccién de ouabaina en la arteria renal inhibe la reab-
sorcion basolateral de Na* que es catalizada por la bom-
ba de Na*, K*, induciendo una intensa natriuresis °. La
furosemida y la bumetanida provocan natriuresis a través
de la inhibicion de otro mecanismo transportador de Na*;
el sistema de cotransporte Na*, K*, CI~ que esté4 locali-
zado en el lado luminal de las células del asa de
Henle *'°. La amilorida inhibe un transportador de Na*
localizado apicalmente en las células del tubulo distal '
y a altas dosis inhibe un mecanismo emplazado en e!
tabulo proximal que reabsorbe Na* a cambio de secretar
H* 8. La espironolactona antagoniza la sintesis de protei-
nas transportadoras de Na* que la aldosterona induce
en las células del tibulo colector "2, La acetazolamida
impide la acidificacion tubular proximal, lo que comporta
la inhibicion de la reabsorcion de CO;HNa 3. Se desco-
noce cuél puede ser el mecanismo responsable de la ac-
cion diurética de las tiazidas.

La Xupam|da (fig. 1) es un diurético quimicamente em-
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Fig. 1.—Estructura quimica de la Xipamida (4-cloro-5-sulfa-
moil-2’,6’-saliciloxilida).
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parentado con la clortalidona que parece actuar distal-
mente respecto al tabulo proximal ', Presenta la poten-
cia diurética de la furosemida ** con una accién mas gra-
dual y prolongada y una considerable actividad an-
ti-hipertensiva '®'7. En el momento actual se desconoce
su mecanismo exacto de accion a nivel tubular renal. Da-
do que los eritrocitos son células facilimente accesibles,
cuya membrana contiene sistemas de transporte iénico
que pueden servir de modelo para los mecanismos epite-
liales de transporte idnico '8, en el presente trabajo he-
mos investigado el efecto de la Xipamida sobre los me-
canismos de transporte de Na* y de K* del eritrocito hu-

-mano.

MATERIAL Y METODOS :

Los movimientos de Na* y de K* a través de la membrana
del eritrocito humano estan mediados por diferentes sistemas
de transporte *92° (fig. 2). La actividad de la bomba de Na*, K*
es considerada como el componente sensible a la ouabaina de
los flujos de Na™ y de K*. Los flujos de Na* y de K™ resistentes
a la ouabaina que son inhibidos por los diuréticos del asa (furo-
semida, bumetanida, etc.) corresponden a los flujos catalizados
por el sistema de cotransporte Na*, K*. El flujo de Na* resis-
tente a la ouabaina y a la bumetanida que es estimulado por el
Litio (Li*) corresponde al catalizado por el contratransporte Na*
(Li*): Na* (Li*). A partir de los flujos de Na™ y de K* resistentes
a la ouabaina y a la bumetanida que se observan en un medio
sin Li* y sin CO4H™ se puede evaluar aproximadamente el gra-
do de permeabilidad de la membrana para el Na* y para el K*.

Todos los flujos antecitados se han estudiado en eritrocitos
frescos, incubados en un medio que no contenia ni Na* ni K*,
por lo que los flujos medidos corresponden a flujos de salida de

Jla célula. Todas las medidas se efectuaron por duplicado.

Preparaciéon de los éritrocltos

Se emplearon sujetos normotensos control como donantes.
Se recogieron 20 ml. de sangre venosa en tubos heparinizados
que se centrifugaron a 1.750 xg durante 10 minutos, tras lo
que el plasma y la capa superior de células (leucocitos y plaque-
tas) se aspiraron desechandose. El sedlmento de eritrocitos se
proces6 inmediatamente. .

Medida simulténea de la bomba de Na*, K*, el ~
cotransporte Na*, K*, el contratransporte Na*: Li* y los

flujos de Na* 'y K* resistentes a la ouabalna yala
bumetanida

Los eritrocitos se lavaron cinco veces con Cl,Mg 110 mM frio
y se resuspendieron —hasta un hematocrito de 20-25 %— en
un medio de Mg®*-sacarosa compuesto (en mM): Cl,Mg 75,
sacarosa 85, MOPS-Tris 10 (pH 7,4 a 37°C) y glucosa 10.

Suspensiones de eritrocitos se anadieron en frio —hasta un
hematocrito final de 4-5 %— a soluciones diferentes contenien-
do medio de Mg?*-sacarosa como constituyente basico mas-los
siguientes aditivos (en mM): 1) CIK 2; 2) ouabaina 0,1;
3) ouabaina 0,1 mas bumetanida 0,02, y 4) ouabaina 0,1
mas bumetanida 0,02 mas CILi 10. La osmolalidad de estas so-
luciones se mantuvo en 295 + 10 mosm/Kg. agua. Al tiempo
t = 0 los tubos se transfirieron a un bafio de agua a 37° C para
incubacion ulterior. Las concentraciones externas de Na* y K*
se midieron en los sobrenadantes a los tiempos (en minutos): 0
(medio 3), 30 (medios 1 y 2) y 120 (medios 3 y 4), previa

- transferencia de los tubos al frio y posterior centrifugacion a

1.750 xg durante 4 minutos y a 4°C.
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Fig. 2.—Esquema representativo de los principales sistemas de
transporte de Na* y de K* del eritrocito humano.

Los flujos de Na* y K* se calcularon utilizando la siguiente.

ecuacion:

(Dcat) x (1-Hematocrito final)
(Hematocrito final) t

Flujo de salida del cation =

Donde Dcat (micromoles/litro sobrenadante) es la diferencia
entre las concentraciones externas del cation (Na* o K*) medi-
das tras incubar a 37°C y las concentraciones medidas en el
tiempo O y t representa el tiempo de incubacién (expresado
en horas). La actividad de la bomba de Na*, K* se calculé sus-
trayendo el flujo de Na* en presencia (medio 2) del flujo en
ausencia de ouabaina (medio 1). Los flujos del cotransporte
Na™, K* se obtuvieron sustrayendo el flujo de Na* en presencia
de ouabaina mas bumetanida (medio 3) del obtenido en presen-
cia de ouabaina sola (medio 2). Para calcular el contratranspor-
te Na*: Li*, el flujo de Na* en medio 3 se sustrajo del flujo en
medio 4. Los flujos de Na* y K* resistentes a la ouabainay a la
bumetanida fueron considerados como los medidos en el
medio 3. Estos mismos flujos analizados como una funcién del
contenido intracelular de Na* y de K™ sirvieron para calcular la
permeabilidad de la membrana a ambos cationes.

Las concentraciones extracelulares de Na* y de K* se midie-
ron mediante un espectrofotémetro de absorcion atémica Per-
kin-Elmer.

El efecto de la Xipamida

La Xipamida fue suministrada por los Laboratorios Lacer,
S. A. Para estudiar sus efectos sobre el transporte de Na™ y K*
la droga se afadié a partir de soluciones de la misma en una
cantidad minima de etanol. i

Estudios estadisticos

Todos los resultados se expresan como Media + EEM de al
menos tres experimentos. Para el anélisis de la significacion es-
tadistica se ha empleado el test de la «t» de Student para datos
pareados. Se ha considerado estadisticamente sugnlflcatlva una
p < 0,05.

RESULTADOS

Efecto de la Xipamida sobre la bomba
de Na*, K*

A concentracion 1073M, la Xipamida estimula discreta,
pero no significativamente, el flujo de Na* —sensible a
la ouabaina— catalizado por la bomba de Na*, K* (ta-
bla I).

Inhibicién del cotransporte Na™,
Xipamida

K* por la

Como se recoge en la tabla 1, la Xipamida 10~3M inhi-
be significativamente (p < 0,005) el flujo de Na* —
sensible a la bumetanida— catalizado por el cotranspor-
te Na*, K*. En la figura 3 se puede observar que esa
inhibicién supone el 45 % del flujo control.

Una curva dosis-respuesta (fig. 4) muestra que la |nh|—
bicibn es maxima para concentraciones de Xipamida
comprendidas entre 1 y 1,25 milimoles/litro.

Efecto de la Xipamida sobre el contratransporte
Na*: Li*

La Xipamida tiende a inhibir el flujo de Na* estimulado
por el Li*’(tabla 1). Aunque se trata de una inhibicién
porcentualmente importante, 25 %, no alcanza significa-
cion estadistica, quiza por el escaso numero de observa-
ciones efectuadas, tres.
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TABLA |

EFECTO DE LA XIPAMIDA SOBRE EL TRANSPORTE
DE Na* DEL ERITROCITO HUMANO

Flujo Flujo Flujo re;'s‘;{;“e Permeabilidad
Condicién sensible sensible a  estimulado a ouabaina pasiva
. +
g ouabaina bumetam@a por Li y bumetanida - (1)
Control........... 1.755 + 227 130 + 29 v 79+9 135 + 19 0,018 £+ 0,001
Xipamida 1073M .. 1.793 + 261 7117 59 £2 173 £ 25* 0,024 + 0,002**

Los resultados se expresan en umoles/litro células x hora. ’
(1) Resultados expresados x hora™. Contenido intraeritrocitario de Na*:7.0 + 0.5 mmoles/litro células,

* p<0,05.
" p<0.02

p <0,005
/*-\

1401

l 43 %
1001

pmoles. (1.celulas -h; " -
-3
2

20]

c X

Fig. 3.—Histogramas demostrativos del efecto de Ia Xipami-
da (X) sobre el fiujo de Na™* sensible a ia bumetanida de eritro-
citos control (C).
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CONCENTRACION DE XIPAMIDA [107*M)

Fig. 4 —Curva dosis-respuesta del efecto de la Xipamida sobre
el flujo de Na™ sensible a la bumetanida del eritrocito humarno.

Estimulacion del flujo de Na* resistente a la
ouabaina y a la bumetanida por la Xipamida

En un medio sin Li* y sin CO3;H™ el flujo de Na* resis-
tente a la ouabaina y a la bumetanida aumenta significa-
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tivamente (p < 0,005) en presencia de Xipamida en con-
centracién milimolar (tabla 1). Calculada la permeabilidad
pasiva de la membrana eritrocitaria para el Na*, se apre-
cia en la tabla | que la Xipamida la incrementa significati-
vamente (p < 0,02).

Estimulacion del flujo de K* resistente a la
ouabaina y a la bumetanida por la Xipamida

En presencia de Xipamida 107%M se observa un incre-
mento intenso y significativo (p < 0,02) del flujo de K*
resistente a la ouabaina y a la bumetanida en un medio
sin Li* y sin COaH"™ (tabla I, fig. 5). El calculo de la per-
meabilidad pasiva para el K* permite observar un au-
mento significativo (p < 0,02) de la misma en eritrocitos’
incubados con Xipamida.

TABLA I

EFECTO DE LA XIPAMIDA SOBRE EL TRANSPORTE
DE K* DEL ERITROCITO HUMANO

Flujo resistente Permeabilidad

Condicién a ouabaina pasiva
y bumetanida (1)
Control .............. 1.011 £ 57 0,012 = 0,001
Xipamida 1073M . . .. .. 1.239 + 68* 0,015 + 0,001

Los resultados se expresan en umoles/litro células X hora.
(1) Resultados expresados en mmoles/litro células x hora. Contenido

‘intraeritrocitario de K*:86,50 £ 1,45 umoles/litro células.

" p<0,02.

DISCUSION

El principal resultado de este trabajo es que un diuréti-
co, que actla distaimente respecto al tGbulo proximal '*,
es capaz de inhibir el funcionamiento de un sistema de
transporte de la membrana eritrocitaria que transporta
acopladamente Na™ y K*: el sistema de cotransporte
Na*, K*. Dicho sistema cataliza un fiujo simultineo de
Na™ y K* y tal vez de CI™ 2. En condiciones fisioldgicas
el sistema puede transportar cationes tanto hacia el exte-
rior de la célula, cuando aumenta e! Na* intracelular, co-
mo hacia el interior celular, cuando aumenta el K*
extracelular 2!, Basalmente el sistema de cotransporte
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Fig. 5——Histogramas demosltrativos del efecto de la Xipami-
da (X) sobre el flujo de K resistente a la ouabaina y a la bume-
tanida de erit_rocitos control (C).

esta casi en equilibrio, tal que los flujos de cotransporte
de entrada y de salida son de similar orden de magnitud
y no se observa, por lo tanto, un-flujo catiénico neto 6.
Cualquier cambio en la concentracion interna de Na* o
externa de K* es corregida por un flujo neto de cotrans-
porte en la direccién opuesta al de la perturbacion i6nica;
por eso se ha sugerido que en determinadas células el
sistema de cotransporte Na*, K* funcionaria como un re-
gulador del gradiente i6nico transmembranario '6.

Actualmente se admite que en el lado luminal de las
células de la porcidn gruesa de la rama ascendente del
asa de Henle existiria un sistema de transporte acoplado
de Na*, K* y CI~ similar al anteriormente descrito en el
eritrocito y responsable de la reabsorcion de CINa en ese
segmento de la nefrona '°. Los llamados «diuréticos del
asa», furosemida y bumetanida, inhiben el funcionamien-
to del sistema de cotransporte Na*, K*, CI~ tanto en la
rama ascendente del asa de Henle *'° como en el eritro-
cito humano 2 y de otras especies animales 3. La Xipa-
mida, que inhibe el cotransporte Na*, K* en eritrocitos
humanos, podria ejercer sus efectos natriurético-diuréti-
cos inhibiendo la reabsorcion acoplada de Na*, K*, CI~
en la rama ascendente del asa de Henle. Dos tipos de
observaciones sustentarian tal hipotesis: 1) Estudios
realizados en sujetos sanos muestran que la Xipamida
disminuye constantemente el aclaramiento de agua libre,
lo que es compatible con una accién del diurético locali-
zada en la rama ascendente del asa de Henle %; y
2) Desde el punto de vista natriurético-diurético la Xipa-
mida es equipotente respecto a la furosemida, aunque
con un inicio menos brusco de su accion que resultara
méas prolongada '°.

En el eritrocito humano se ha descrito un sistema de
intercambio Na*: Na* resistente a la ouabaina y a la bu-
metanida y sensible a la floretina que puede detectarse
usando Li* como trazador 2. La actividad de este trans-
portador puede evaluarse como la del flujo de Na™ esti-

mulado por el Li* externo, por lo que también se le deno-
mina contratransporte Na*: Li*. No es probable que la
funcion fisiolégica del contratransporte en el eritrocito
sea la de intercambiar Na*: Na* o Na*: Li*, aunque en
otras células su funcionamiento puede tener otro signifi-
cado. En distintas especies celulares se han obtenido
evidencias sugerentes de la existencia de un sistema de
intercambio de Na®™ por H* que es sensible a la
amilorida 2*. Concretamente, en preparaciones renales
se ha demostrado que la captacién de Na* por la célula
tubular a través de este sistema de transporte es depen-
diente del contenido intracelular de acidos y es inhibida
competitivamente por el Li*, pero no por K*, rubidio, ce-
sio o colina 2°, Interesantemente, la salida de Na* es es-
timulada por el Na* externo 2. Estas observaciones su-
gieren que a nivel renal, el sistema de transporie respon-
sable del intercambio Na*: H* también puede mediar un
intercambio Na*: Na® en el que el Li* puede sustituir al
Na*. Todo ello sirve de base para considerar que el sis-
tema de contratransporte Na*: Li* del eritrocito podria
ser idéntico al sistema de intercambio Na*: H™ existente
en distintas células del organismo, por ejemplo, las célu-
las del tubulo renal 23, ,

La Xipamida tiende a inhibir el contratransporte
Na™: Li* de eritrocitos humanos. Si la Xipamida ejerciese
et mismo efecto sobre el sistema de intercambio Na*: H*
del tubulo renal, su efecto neto sobre la funcién renal
consistiria en una menor reabsorcion de Na* y de bicar-
bonato. Sin embargo, en humanos tratados con Xipami-
da se observa un incremento significativo de los niveles
plasmaticos de bicarbonato '7. Probablemente ello se de-
ba a que la Xipamida produce hipokaliemia y contraccion
del volumen del espacio extracelular 7. Dos efectos que
pueden inducir y mantener una alcalosis metabdlica a
través de la modificacion del proceso renal de acidifica-
cién de la orina #’.

Finalmente, la Xipamida estimula los flujos de Na* y
de K* no catalizados por la bomba de Na*, K*; el co-
transporte Na*, K*; el contratransporte Na*:Li* o el
transportador de aniones. Parte de estos flujos, que son
resistentes a la ouabaina y a la bumetanida, correspon-
den a los flujos «pasivos» de Na™ y de K™ a través de la -
membrana eritrocitaria '®. La Xipamida aumenta la per-
meabilidad de la membrana eritrocitaria para el Na* y
para el K*. La parte restante de los flujos de Na* y de K*
resistentes a la ouabaina y a la bumetanida —también
estimulada por la Xipamida— podria corresponder a los

-flujos catalizados por sistemas de transporte no detecta-

bles en nuestras condiciones experimentales. Asi, en los
eritrocitos humanos existe un canal de K* dependiente
de calcio (efecto Gardos), que en condiciones fisiol6gi-
cas es un canal silente y que experimentalmente se evi-
dencia cuando en el medio existe calcio en concentracio-
nes de rango milimolar 28. Recientemente se ha descrito
un nuevo sistema de transporte de K* en eritrocitos hu-
manos que requiere CI™, que puede ser estimulado por
la N-etiimaleimida y que experimentalmente se puede
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detectar utilizando un medio hipoténico 2°. En el medio-

de incubacién empleado en los experimentos presenta-
dos en este trabajo, la contaminacién por calcio no supe-
raba el rango micromolar. Por otra parte, la osmolalidad
de dicho medio se mantuvo siempre en los limites de la
isotonia fisiolégica (véase apartado de métodos para
mas detalles). '

Aunque son necesarias investigaciones ulteriores para
precisar el marcado efecto de la Xipamida sobre el flujo
de K* resistente a la ouabaina y a la bumetanida, es
interesante sehalar que un efecto similar ha sido recien-
temente publicado para el acido tienilico *° y para dos
familias de diuréticos furopiridinas y grupo de! acido acé-
tico (aryloxy)- '”. Estos dos Ultimos grupos de diuréticos
poseen dos propiedades relevantes: 1) Inducen una
natfiuresis in vivo que se correlaciona con la capacidad
para estimular in vitro los flujos de K* '7; y2) invivoy
en preparaciones de células musculares lisas adrticas
estimulan la produccién de prostaciclina ®'. E! efecto. so-
bre la produccion in- vitro de prostaciclina inducido por
dichos diuréticos se reproduce aumentando la concentra-
cion extracelular de K* 37,

En resumen: en unas condiciones experimentales par-

ticulares, la Xipamida modifica significativamente los mo-
_ vimientos de Na* y de K* a través de la membrana eri:

trocitaria. Dicho efecto parece ser la consecuencia de la’

influencia directa de la droga sobre determinados siste-
mas de transporte de Na* y de K*. Concretamente, la
Xipamida es capaz de inhibir el funcionamiento del siste-
ma de cotransporte Na*, K* del eritrocito. Aunque es
preciso caracterizar mas ese efecto, los resultados obte-
nidos permiten hipotetizar que la accion diurético-na-
triurética de la Xipamida podria deberse, principalmente,
a la inhibicion del cotransporte Na™, K™, CI~ de las célu-

las de la porcién gruesa de la rama ascendente del asa

de Henle.
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